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(57) Abstract 

The invention concerns nucleic sequences coding 
for a protein capable of interacting with the AT2 
receptor, oligonucleotides included in said sequences, 
their applications as probes and for expressing said 
proteins, vectors useful for said expression, host cells 
containing said vectors, and study model of AT2 
receptor. The invention also concerns said proteins and 
their uses. Said isolated nucleic acid fragment coding 
for a protein capable of binding with the AT2 receptor 
is selected among the group consisting of the sequences 
SEQ ID NO: 1,3, 5, 7 and 9. 



C-TERMINALEND AT2 RECEPTOR 
LOCUS E*tr6mlce C-cerminale recepteur AT2 160 BP DS-DNA 

ORGANISM SourU MOUSE 

BASES 41 A 33 C 36 G 50 T 

ac.nucl6iquea 1 TGTGTTAATC CCTTCCTGTA TTGTTTTGTT GGAAACCGCT 
NUCLEIC ACIDS TCCAACAGAA CGTCCGCAGT GTGTTTAGAG TTCCCATTAC 
TTGGCTCCAA GGCAAGAGAG AGACTATGTC TTGCAGAAAA 
121 GGCAGTTCTC TTAGAGAAAT GGACACCTTT GTGTCTTAAA 

TRANSLATION INTO AMINOACIDS 
Traduction en acldes aminfta 

CVNPFLVCFV GNRFQQNVRS VFRVPITWLQ GKRETMSCRK 
GSSLREHDTFVS • 



(57) Abrege 

Sequences nucteiques codant pour une proline 
apte a interagir avec le nScepteur AT2, oligonucl6otides 
compris dans lesdites sequences, leurs applications en 
tant que sondes et pour l'expression desdites prolines, 
vecteurs utiles pour ladite expression, hdtes cellulaires 
contenant lesdits vecteurs, ainsi qu'un modele d'dtude 
du recepteur AT2. Prote*ines ainsi que leurs applica- 
tions. Ledit fragment d'acides nucteiques isole), codant 
pour une proline apte a se lier au recepteur AT2, est 
sSlectionne* dans le gioupe constitue* par les sequences 
SEQIDNO:l,3,5, 7 et 9. 
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SEQUENCES NUCLEIQUES CODANT POUR UNE PROTEINE (ATIP) INTERAGISSANT AVEC LE RECEPTEUR AT2 
ET LEURS APPLICATIONS 



La presente invention est relative k des sequences nucleiques 
5 codant pour une profeine apte k interagir avec le r£cepteur AT2, a des oligo- 
nucleotides compris dans lesdites sequences, k leurs applications en tant que 
sondes et pour rexpression desdites proteines, aux vecteurs utiles pour ladite 
expression, aux hotes cellulaires contenant lesdits vecteurs, ainsi qu'h un 
module d'etude du recepteur AT2. 
10 La presente invention est 6galement relative aux dites pro- 

teines ainsi qu'a leurs applications. 

L'octapeptide angiotensine II, principalement connu comme 
r£gulateur de la pression arferielle, a 6galement ete decrit comme un impor- 
tant modulateur de la croissance cellulaire. De fagon interessante ce peptide 
15 semble exercer des effets opposes sur la croissance cellulaire, selon qu'il se lie 
sur Tun ou 1'autre de ses deux sous-types de recepteurs membranaires (ATI 
ou AT2). 

Le recepteur de sous-type AT2, qui appartient aussi a la 
famille des recepteurs couples aux proteines G, est encore mal caracterise tant 
20 du point de vue de ses m6canismes d'activation que de son role physiologique 
(C. Nahmias et aL, Trends Pharmacol Sci, 1995, 16, 223-225). Plusieurs 
arguments sugg£rent cependant un role de ce recepteur dans les ph6nom6nes 
de proliferation, de differenciation ou d'adh6sion cellulaire. 

Le recepteur AT2 est fortement exprinv* au cours de la vie 
25 foetale, disparait chez l'adulte dans la plupart des tissus, mais se trouve 
r^exprime dans des conditions pathophysiologiques impliquant la restructu- 
ration des tisisus. 

Des etudes r£alis6es in vivo ont mis en evidence le rdle inhibi- 
teur exerce par le sous-type AT2 sur la proliferation des cellules musculaires 
30 de Vintima, apr6s lesion vasculaire (P. Janiak et al, Hypertension, 1992, 20, 737- 
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745 ; M. Nakajima et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, 92, 10663-10667). 

Par ailleurs, la stimulation du recepteur AT2 active la phos- 
phatase. SHP-1 (Bedecs K. et al; Biochem. ].,. 19.97, 325, 449-454). Le fait que le 
recepteur AT2 active une phosphatase est en accord avec ses effets antiprolife- 
5 ratifs. 

Compte tenu de ce qui prSc&de, il a 6t6 montr£ que sur des 
cellules en culture, le recepteur AT2 : 

- inhibe la synthase d'ADN et la proliferation, induites par 
1'angiotensine II (Ang II) et le bFGF (M. Stoll et al., /. Clin. Invest, 1995, 95, 651- 

10 657), 

- induit l'apoptose (T. Yamada et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 
1996, 93, 156-160) et 

- induit la differentiation neuronale (L. Laflamme et al., /. Biol 
Oiem., 1996, 271, 22729-22735). 

15 L'£tude des voies de signalisation, associees au recepteur AT2, 

a efe abordee dans les cellules de la lign6e N1E-115, d6riv6es d'un neuro- 
blastome murin, qui n'expriment que le sous-type AT2. Une premiere Stude a 
permis de mettre en Evidence une dSphosphorylation rapide et transitoire de 
certaines profeines sur r£sidus tyrosine, suite au traitement des cellules N1E- 

20 115 par 1'angiotensine II (C. Nahmias et al., Biochem. }., 1995, 306, 87-92). II a 
egalement 6fe montrS que le recepteur AT2 interfere avec les voies 
d'activation des r£cepteurs aux facteurs de croissance et inhibe I'activite des 
MAP kinases (ERK1 et ERK2) {mitogen-activated protein), qui jouent un role cle 
dans les ph6nom6nes de proliferation et de differentiation cellulaire. L'effet 

25 inhibiteur de l'AT2 sur l'activation des MAP kinases est rapide et transitoire, 
ne fait pas intervenir une profeine regulatrice sensible a la toxine pertussique 
(de type Gi/Go), mais implique l'activation d'une tyrosine phosphatase 
sensible a l'orthovanadate. 

Compte tenu du role du recepteur AT2 sur la proliferation 

30 cellulaire, les Inventeurs ont cherchS k mettre au point des outils aptes & r6gu- 
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ler Taction du recepteur AT2. En effet, l'activation du recepteur AT2 peut 
avoir des repercussions en cancerologie (inhibition de la proliferation cellu- 
laire). 

De mantere generate, le r&repteur AT2 presente des effets 
5 inverses de ceux de 1' ATI sur l'activation des MAP kinases et sur la prolifera- 
tion cellulaire ; l'Stude de la communication qui peut exister entre ces deux 
sous-types de recepteurs, liant le meme ligand, presente par consequent de 
l'interet. 

L^tude des voies de signalisation et de la regulation du r6cep- 

10 teur AT2 represente egalement un enjeu important pour la sante humaine 
sachant qu'aujourd'hui des antagonistes du recepteur ATI sont administr6s 
aux patients atteints d'hypertension. Dans ce contexte il devient essentiel de 
connaitre les effets biologiques associes au recepteur AT2 qui reste activable 
par T Ang II circulante dans ce type de traitement 

15 La presente invention a pour objet un fragment d'acides 

nucl&ques (ADN ou ARN) isol<§, codant pour une proline apte k se lier au 
recepteur AT2, lequel fragment est s6lectionn§ dans le groupe constitu£ par 
les sequences SEQ ID NO:l, 3, 5, 7 et 9, telles que presentees dans la liste des 
sequences, incluse dans la presente Demande. 

20 Ces differentes sequences correspondent & l'ADN comple- 

mentaire (ADNc) codant pour une partie ou la totality de la proline ci-apr6s 
d6nomm6e ATIP {ATI interacting protein). 

La sequence SEQ ID NO:l (1803 pb) correspond a la sequence 
nucl&que complete de l'ATIP de souris et inclut aussi bien les parties codant 

25 pour la proteine de liaison au recepteur AT2 que les parties non codantes. 

La sequence NO:3 (1323 pb) correspond k la sequence en 
acides nucleiques de la partie codante de la sequence SEQ ID NO:l, alors que 
la sequence SEQ ID NO:5 correspond au fragment de la sequence NO:l, 
obtenu par la technique du double-hybride (A. Plessis et al., M/S, 1994, 9, I- 

30 . IK ; J. Luban et al, Curr. Op. BiotechnoL, 1995, 6, 59-64). 
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La sequence SEQ ID NO:7 (3742 pb) correspond a la sequence 
nucleique complete de l'ADNc humain et inclut aussi bien les parties codant 
pour la proline homologue de 1' ATIP de souris que les parties non codantes. 

La sequence SEQ ID NO:9 (1308 pb) correspond a la partie 
5 codante de la sequence SEQ ID NO : 7. 

La pr£sente invention a 6galement pour objet des transcrits, 
caracterises en ce qu'ils sont compl6mentaires des sequences conformes a 
1'invention et sont notamment g6n6r6s & partir desdites sequences. 

La presente invention a en outre pour objet des fragments 
10 desdites sequences comprenant entre 20 et 400 pb, utiles comrne sondes ou 
comme amorces, pour la detection des sequences SEQ ID NO:l, 3, 5, 7 ou 9, ou 
de sequences homologues. 

Parmi lesdits fragments, on peut notamment citer une sonde 
de 354 pb, (SEQ ID NO:5) ainsi que tout fragment de 20 pb a 400 pb inclus 
15 dans les sequences SEQ ID NO:l, 3, 5, 7 ou 9. 

Comme amorce, on utilisera en particulier la sequence SEQ ID 
NO:10 (oligonucleotide antisens), qui permet notamment d'amplifier les 
parties 5' des different? ARNm correspondant k l'ATIP (technique du 5' 
RACE : Marathon cDNA amplification kit, Clontech). 
20 On peut egalement utiliser comme amorces d' amplification, 

tout couple ^oligonucleotides de plus de 20 pb et comprenant une partie de la 
sequence nucl&que ATIP (humaine ou de souris), notamment le couple SEQ 
ID NO:ll-SEQ ID NO:12. 

Les conditions preferees d'hybridation (prehybridation et 
25 hybridation) sont notamment les suivantes : 45 % foriiiamide, 9 % Dextran- 
sulfate, 0,2 % BSA, 0,2 % polyvinyl pyrrolidone, 0,2 % Ficoll, 0,1 % sodium 
pyrophosphate, 0,01 % SDS, 0,05 mM Tris pH 7,5, 0,9 M NaCl et rinqages 
jusqu'& une stringence correspondant au tampon : SSCX1, 0,1 % SDS. 

La presente invention a egalement pour objet une proline 
30 puriftee et iso!6e, dfeommee ATIP, apte & interagir avec le recepteur AT2, 
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selectionnee dans le groupe constitu^ par les sequences SEQ ID NO:2, 4, 6 ou 
8. 

Les sequences murines et humaine presentent 85,6 % 
d'homologies. La sequence humaine (ATIP humain) poss&de 5 aminoacides de 
5 moins que la sequence de souris (ATIP souris). Les acides amines manquants 
dans la sequence humaine se situent au niveau des acides amines : 162, 163, 
164, 166 et 214 de la sequence ATIP souris. 

Les comparaisons (Blast) entre les sequences proteiques ATIP 
selon l'invention et les sequences contenues dans les banques de donn6es 
10 indiquent que ATIP humain (comme ATIP souris), ne presentent jamais plus 
de 25 % d'homologie avec une sequence connue, et cela, seulement sur une 
partie de cette sequence. 

La prtsente invention a 6galement pour objet un produit de 
traduction, caract£ris6 en ce qu'il est cod6 par une sequence nucl&otidique 
1 5 conf orme k l'invention. 

La pr£sente invention a en outre pour objet des anticorps, 
caract£ris6s en ce qu'ils sont diriges contre la proline ATIP ou un fragment 
de proteine ATIP selon Tinvention. 

La presente invention a tgalement pour objet un vecteur 
20 recombinant de clonage et/ou d'expression, caract£ris6 en ce qu'il comprend 
une sequence nucleotidique conforme k l'invention. 

La pr6sente invention a 6galement pour objet une cellule hdte 
transform^, caract<§ris6e en ce qu'elle comprend un vecteur tel que defini 
ci-dessus. 

25 Parmi les cellules transform£es preferees selon 1'invention, on 

peut citer E. coli et les cellules CHO. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules 
hotes transform^, caracterisSes en ce qu'elles sont constitutes par une 
souche de levure convenable co-transform6e avec au moins deux vecteurs qui 

30 codent respectivement (i) pour une proline dite appSt s£lectionn6e dans le 
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groupe constitute par un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la 
proteine ATIP et un fragment contenant au moins l'extr&nite C-terminale du 
recepteur AT2, laquelle proteine app£t est fusionnSe a une proline 
selectionnee dans le groupe constihte par le domaine de liaison k l'ADN d'un 

5 facteur de transcription et le domaine d'activation du meme facteur de trans- 
cription et (ii) pour une proteine dite proie, selectionnee dans le groupe cons- 
titue par un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la proteine 
ATIP, un fragment contenant au moins l'extr£mite C-terminale du recepteur 
AT2 et tout autre polypeptide correspondant k une sequence contenue dans 

10 une banque d'ADNc, laquelle proteine proie est fusiorutee k une proteine 
s6lectionn6e dans le groupe constitue par le domaine de liaison k l'ADN d'un 
facteur de transcription et le domaine d' activation du m£me facteur de trans- 
cription, lesquels vecteurs comportent en outre des marqueurs de selection. 

Selon un mode de realisation avantageux desdites cellules, 

1 5 elles sont notamment constitutes : 

- soit par une souche de levure convenable co-transform6e 
avec trois vecteurs qui codent respectivement pour (i) un app£t correspondant 
k un fragment contenant 1'extremite C-terminale du recepteur AT2 fusionne k 
une proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison k 

20 l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription, (ii) un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la 
proteine ATIP selon l'invention, fusionne k une proteine selectionnee dans le 
groupe constitue par le domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcrip- 
tion et le domaine d'activation dudit facteur de transcription et (iii) un poly- 

25 peptide correspondant k une sequence contenue dans une banque d'ADNc, 
lesquels vecteurs comportent en outre des marqueurs de selection, 

- soit par une souche de levure convenable co-transformee 
avec deux vecteurs qui codent respectivement pour (i) un fragment contenant 
au moins la SEQ ID NO:5 de la proteine ATIP selon 1' invention, fusionne k 

30 une proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison k 
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l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription et (ii) un polypeptide correspondant a une sequence contenue 
dans une banque d'ADNc, fusionne a une proteine selectionnee dans le 
groupe constitue par le domaine de liaison & 1'ADN d'un facteur de transcrip- 

5 tion et le domaine d'activation dudit facteur de transcription, lesquels 
vecteurs comportent en outre des marqueurs de selection, 

- soit par une souche de levure convenable co-transformee 
avec deux vecteurs, a savoir (i) un vecteur codant pour un fragment contenant 
au moins la SEQ ID NO:5 de la proteine ATTP mutee ou non, fusionne a une 

10 proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison & 
l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription et (ii) un vecteur codant pour un fragment contenant 
l'extremite C-terminale du recepteur AT2 mute ou non, fusionne a une 
proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison a 

15 l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription, lesquels vecteurs comportent en outre des marqueurs de 
selection, Tun des deux vecteurs codant obligatoirement pour une proteine 
mutee. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
20 selection de proteines inhibitrices de l'interaction proteine ATIP selon 
1'invention-recepteur AT2, laquelle methode comprend : 

(a) la co-transformation d'une souche de levure convenable 
avec trois vecteurs qui codent respectivement pour (i) un appat correspondant 
a un fragment contenant l'extremite C-terminale du recepteur AT2 fusionne k 
25 une proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison a 
l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription, (ii) un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la 
proteine ATIP selon Tinvention, fusionne k une proteine selectionnee dans le 
groupe constitue par le domaine de liaison a l'ADN d'un facteur de transcrip- 
30 tion et le domaine d'activation dudit facteur de transcription et (iii) un poly- 
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peptide cprrespondant & une sequence contenue dans une banque d'ADNc, 
lesquels vecteurs comportent en outre des marqueurs de selection, 

(b) la selection des clones de la banque d'ADNc exprimant un 
polypeptide inhibant l'interaction recepteur AT2-proteine ATIP selon 

5 l'invention, sur un milieu s6lectif approprte et 

(c) Identification dudit polypeptide. 

Une telle methode met notarnment en ceuvre la technique dite 
du triple-hybride ou du double-hybride inverse, telles que d£crites dans Vidal 
et al. (Proc. Natl Acad. Sri. USA, 1996, 93, 10315-10320 et 10321-10326) ou 

10 Tirode et al. (/. Biol Chem., 1997, 272, 37, 22995-22999). 

La presente invention a Ggalement pour objet une methode de 
criblage de polypeptides interagissant avec la proteine ATIP selon l'invention, 
laquelle m6thode comprend : 

(a) la co-transformation d'une souche de levure convenable 

15 avec deux vecteurs tels que d6finis ci-dessus, & savoir qui codent respective- 
ment pour (i) un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la proteine 
ATIP selon l'invention, fusionn6 & une proteine s6lectionn6e dans Ie groupe 
constitue par le domaine de liaison k 1'ADN d'un facteur de transcription et le 
domaine d'activation dudit facteur de transcription et (ii) un polypeptide 

20 correspondant a une sequence contenue dans une banque d'ADNc, fusionn6 & 
une proteine s6lectionn6e dans le groupe constitue par le domaine de liaison k 
l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription, lesquels vecteurs comportent en outre des marqueurs de 
selection, et 

25 (b) la selection des clones exprimant un polypeptide interagis- 

sant avec la proteine ATIP, sur un milieu s&ectif convenable. 

Une telle m6thode permet notarnment de rechercher d'autres 
proteines interagissant avec la proteine ATIP, en particulier pour trouver les 
maillons suivants de la voie activee par le recepteur AT2, en vue de les utiliser 

30 pour modifier l'interaction proteine selon l'invention-tecepteur AT2. 
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La pr6sente invention a egalement pour objet une methode de 
caracterisation des domaines impliques dans 1'interaction proline ATIP- 
recepteur AT2, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(a) la co-transformation d'une souche de levure convenable 
5 avec deux vecteurs, tels que definis ci-dessus, a savoir (i) un vecteur codant 

pour un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la proline ATIP 
mutee ou non, fusionne & une proteine selectionnee dans le groupe constitue 
par le domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine 
d'activation dudit facteur de transcription et (ii) un vecteur codant pour un 

10 fragment contenant l'extremite C-terminale du recepteur AT2 mute ou non, 
fusionne k une proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine 
de liaison & l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation 
dudit facteur de transcription, lesquels vecteurs comportent en outre des 
marqueurs de selection, Tun des deux vecteurs codant obligatoirement pour 

1 5 une proteine mutee et 

(b) la visualisation, par selection sur un milieu selectif conve- 
nable, de la perte eventuelle de l'interaction ATIP-r6cepteur AT2. 

Une telle methode permet d' identifier et de delimiter les 
domaines importants de la proteine ATIP ou de I'extremite C-terminale du 
20 r6cepteur AT2, dont depend leur interaction, afin de les utiliser comme cible 
privitegiee pour modifier la signalisation du recepteur AT2. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
selection de substances aptes & influencer l'interaction proteine ATIP selon 
l'invention-r6cepteur AT2, laquelle methode comprend : 
25 (a) la mise en contact de la proteine ATIP fixee sur un support 

avec une proteine de fusion recepteur AT2-proteine etiquette, eventuellement 
en presence d'une substance a tester, 

(b) au moins un lavage dudit support ainsi traite avec un 
tampon convenable et 
30 (c) la visualisation de 1' eventuelle interaction ATIP-recepteur 



WO 00/08148 PCT/FR99/01 908 

10 

AT2, en particulier en SDS-PAGE, suivie d'une immunoempreinte avec des 
anticorps diriges soit centre la proline Etiquette, fusionnGe au recepteur AT2, 
soit contre le recepteur AT2. 

Si la substance k tester inhibe 1' interaction ATIP-recepteur 
5 AT2, l'6tape de visualisation est negative. 

Conformement k l'invention 1' ATIP est fbtee sur ledit support 
soit de maniere covalente, soit par liaison d'affinite entre une substance de 
fixation fusionn^e k 1'ATIP et ledit support. Par exemple, ledit support est 
constitue de billes couptees, soit a une substance presentant une affinite avec 
10 ladite proteine de fixation, fusionnee k 1'ATIP, soit k des anticorps conve- 
nables. 

La proteine de fusion recepteur AT2-proteine etiquette est 
notamment obtenue k partir d'un lysat de cellules transferees avec un vecteur 
exprimant la proline de fusion AT2-proteine etiquette. 
15 En variante, ladite mSthode de selection de substances aptes k 

interagir avec la proteine ATIP selon 1'invention, comprend : 

(a) la mise en contact de la proteine ATEP fbtee sur un support, 
avec un lysat cellulaire, 

(b) au moins un lavage dudit support ainsi traite avec un 

20 tampon convenable, 

(c) la visualisation de l'6ventuelle proteine associee k la 
proteine ATIP, en particulier en SDS-PAGE, suivie d'une immuno-empreinte 
avec des anticorps approprtes et 

(d) 1'identification de la proteine du lysat cellulaire interagis- 
25 sant avec la proteine ATIP. 

Conformement k ladite methode de selection de substances 
aptes k influencer l'interaction proteine ATIP selon l'invention-recepteur AT2, 
il est possible d'utiliser notamment comme proteines de fusion ATIP-proteine 
etiquette, les proteines GST-ATIPc et MYC-ATIPc, qui constituent des outils 
30 pouvant permettre d'entrainer in vitro d'6ventuelles proteines interagissant 
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avec ATIP, par exemple, a partir de lysats cellulaires actives ou non par des 
ligands du rScepteur AT2. La proline GST-ATIP peut-Stre entrance par 
interaction sp6cifique du GST avec des billes d'agarose couplees a de la gluta- 
thione, ou encore immunopr6cipit6e avec 1'anticorps anti-ATIP. La proline 
5 Myc-ATIP peut-etre immunopr6cipit£e avec les anticorps anti-MYC conuner- 
ciaux ou avec Panticorps anti-ATIP. 

L'interet de ces m6thodes consiste a trouver des moyens de 
modifier la signalisation, le niveau d'expression ou la pharmacologic du 
recepteur AT2, ceci pouvant avoir des applications therapeutiques. En effet 

10 lorsqu'une pathologie aura et6 correlee de fa^on claire a une anomalie de la 
transduction assoctee au recepteur AT2, une modification de cette transduc- 
tion, en particulier en jouant sur la liaison du recepteur AT2 & la proteine 
selon Tinvention, pourra alors eventuellement compenser le d£sordre patho- 
logique ou au moins Tinfluencer. 

15 La pr£sente invention a Sgalement pour objet 1' utilisation des 

cellules co-transform6es precipes, pour la selection et le criblage de 
substances ou de prolines aptes a influencer l'interaction proline ATIP- 
rScepteur AT2 ou aptes k interagir avec la proteine ATIP. 

Outre les dispositions qui precedent, 1' invention comprend 

20 encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, 
qui se r6fere & des exemples de mise en ceuvre du procedS objet de la presente 
invention ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 correspond a l'extremite C-terminale du recepteur 
AT2 de squris, utilis£e comme appat en double hybride pour cribler une 

25 banque d' ADNc de souris ; 

- la figure 2 illustre la position du domaine de liaison G AL4 et 
le site de clonage multiple du plasmide pGBT9 (Clontech) ; 

- la figure 3 illustre les structures pr6sum6es coiled-coil 
(surenroulees) (domaines coiled-coil soulignSs) de 1' ATIP de souris ; 

30 - la figure 4 illustre les structures pr6sum6es coiled-coil 
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(surenroutees) (dornaines coiled-coil soulign6s) de 1' ATIP humaine ; 

- la figure 5 illustre la structure du plasmide pVP16 ; 

- la figure 6 illustre le site de clonage multiple du plasmide 

pRSET A ; 

5 - la figure 7 illustre la sequence MYC utilisee, pour construire 

le plasmide pcDNA3-MYC ; 

- la figure 8 illustre la structure du plasmide pBAC-PAK-poly 

HIS, 

- la figure 9 illustre un Northern blot de plusieurs tissus 
10 humains hybrids avec la sonde ATIPsouris-court (SEQ ID NO:5) ; 

- la figure 10, illustre l'interaction in vitro de la proline 
ATIPsouris-court avec l'extrSmite C-terminale du rScepteur AT2 ; et 

- la figure 11 illustre les modifications du signal induit par le 
rScepteur AT2 par surexpression de la proline ATIP. 

15 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont 

donnas uniquement a titre d'illustration de 1'objet de I'invention, dont ils ne 
constituent en aucune mantere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Mise en evidence d'une interaction proteine-proteine speci- 
fique entre le recepteur AT2 et la proteine de sequence SEQ ID NO:6 selon 
20 I'invention. 

Materiel et methodes 

- Le systeme double-hybride, initialement d£veloppe par Song 
et Fields en 1989 (Nature, 340, 245-246) repose sur le fait que 1'activite de 
nombreux facteurs activateurs de transcription eucaryotes ne necessite que 

25 deux dornaines : un domaine activateur qui n'a pas la capacite de lier 1'ADN 
et un domaine de liaison & 1' ADN. 

Dans le systeme double-hybride, le domaine de liaison de 
1' ADN est fusionn£ k une proteine X et le domaine deactivation est fusionnS & 
une proline Y. Si, et seulement si, X et Y interagissent, un complexe est form6 

30 qui reconstitue un facteur de transcription fonctionnel. 
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- Construction des vecteurs (^expression : 
. vecteurs « app^ts »: 

Proteine X : extr6mite C-terminale de la sequence codant pour 
le recepteur AT2 de souris (52 aminoacides de CVNPF au codon stop, voir 
5 figure 1), fusionn6e & la sequence codant pour le domaine de liaison k 1'ADN 
de Gal4 (figure 2). 

Insert : extr&nite du recepteur AT2 de souris (159 pb + 16 pb 
de sites generes par PCR) insere au niveau des sites EcoRI et BamHI des 
vecteurs pLEX9 (Clontech) ou pGBT9 (pBTM116 ou pGAD424 modifie; AJB. 
10 Vojtek et al., Cell, 1993, 74, 205-214). 

On obtient ainsi la sequence suivante : 
CGGAATTC cot6 5'-AT2 sequence C-terminale de 52 acides amines- 
GGATCCCG cot6 3' 

. Banque criblee : 

15 Banque d'ADNc de foetus de souris (A.B. Vojtek et al, Cell, 

1993, 74, 205-214), contenant des inserts de 350 & 700 pb (proteine Y) dans le 
vecteur VP16 (figure 5). 

. Vecteurs controles « appats » 

Prot&ne X : extremite C-terminale des r6cepteurs p2- 
20 adr6nergique humain, ATI de rat ou bradykinine humain. 
. Souche de levure transform^ 
HF7c (Clontech) pour l'appat construit dans pGBT9 ; 
L40 pour l'appat construit dans pLex9. 
Resultats 

25 Cette strat£gie a permis d'isoler un clone issu de la banque 

d'ADNc contenant un insert de 354 pb (ATIP) qui interagit de faqon specifique 
avec l'extremite C-terminale de l'AT2. II est interessant de noter que le 
criblage de cette banque avec les constructions r6alis£es dans les deux 
vecteurs d' expression pGBT9 et pLEX9 a permis de retrouver dans les deux 

30 cas ce mSme clone. Ce clone n'interagit pas avec des proteines contrdles, 
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d'interactipns non sp<§cifiques. 

Pour juger de la selectivity de cette interaction, le clone ATIP a 
ete teste en double-hybride avec les extremites C-terminales des recepteurs : 
P2 adrenergique humain, ATI de rat et bradykinine humain, et toutes ont 
5 donne des rSsultats n£gatifs. Ceci indique que le polypeptide code par le clone 
ATIP interagit, de fagon selective, avec l'extremite C-terminale du r£cepteur 
AT2 de souris. 

EXEMPLE 2 : Caracterisation du clone ATIP. 

Pour rechercher le clone entier correspondant, une sonde de 

10 354 pb (SEQ ID NO:5), qui correspond a Tinsert obtenu par digestion avec 
l'enzyme de restriction NotI du plasmide isole en double hybride (celui extrait 
de la banque VP16, selectionne comme positif dans le crible utilisant conune 
appat, rextr^mite C-terminale du recepteur AT2 de souris), est utilisee pour 
cribler une banque d'ADNc de foetus de souris construite avec des inserts de 

15 taille sup^rieure k 1 kb. Deux clones chevauchants, comprenant la sequence 
ATIP, ont ainsi 6t£ identifies et ont permis de sequencer 1803 pb de l'ADNc 
correspondant (SEQ ID NO:l). Cette sequence contient une phase ouverte de 
lecture de 1323 pb (SEQ ID NO:3) codant potentiellement pour une proline 
de 440 acides amines (SEQ ID NO:2 et 4). Les comparisons entre la sequence 

20 prot6ique identifiee et les sequences contenues dans les banques de donn6es 
indiquent que celle-ci ne pr6sente jamais plus de 25 % d'homologie avec une 
partie d'une sequence connue. 

La sonde de 354 pb (SEQ ID NO:5) a 6t6 utilisee comme sonde 
en Southern et Northern de fa^on tr&s satisfaisante dans les conditions 

25 d'hybridation ci-apr6s : pr6hybridation et hybridation en 45 % formamide, 9 % 
Dextran-sulfate, 0,2 % BSA, 0,2 % polyvinyl pyrrolidone, 0,2 % Ficoll, 0,1 % 
sodium pyrophosphate, 0,01 % SDS, 0,05 mM Tris pH 7,5, 0,9 M NaCl et 
rinqages jusqu'& stringence : SSCX1, 0,1% SDS . 

En paraltele, des experiences d'hybridation de Northern blot 

30 effectors sur des ARN totaux de cellules N1E-115 avec la sonde ATIP (SEQ 
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ID NO:5) confirment l'expression de l'ARNm corresporidant dans les cellules 
N1E-115, et indique l'existence d'au moins 5 transcrits de tailles differentes. 
Ces transcrits correspondent a des <§pissages alternatifs d'un meme gene ou k 
des g£nes diff&rents homologues. 

5 Sur un Northern, effectu6 dans les conditions decrites dans la 

literature sur un echantillon de 5 ng d'ARN poly A+ de cellules N1E-115, les 
tailles des differents transcrits hybridant avec la sonde ATIPsouris sont = 2,5- 
3,5-5-5,3 et7,5 kb. 

La figure 9 repr6sente un Northern blot contenant des ARN 

10 poly A+ de diff Srents tissus humains, hybrides avec la meme sonde 
ATIPsouris- On peut constater que I'ATIP est exprime de fa?on ubiquitaire. 
On trouve dans tous les tissus represents un transcrit majoritaire a 4,4 kb, 
auquel s'ajoute, selon les tissus, d'autres transcrits plus longs (pancreas et 
coeur) ou plus courts (pancreas, muscle squelettique, placenta, cerveau et 

15 cceur). Ceux-ci sont peut-fitre le fruit d'un epissage alternatif de TARN de 
ATIP qui serait dependant du tissu considere ou encore ils sont le signe de 
l'existence d'une famille d'ARN codant pour des proteines de "la famille 
ATIP", homologues de ATIP et qui sont reveles par la sonde, k la stringence 
utilis6e. 

20 Afin de connaitre la taille du plus petit transcrit codant pour 

I'ATIP, une amplification rapide des extrSmites d'ADNc (RACE 5', Marathon 
cDNA Amplification Kit de Ciontech) a partir d'ARN poly A+ de cellules N1E- 
115 a 6te realise, en utilisant 1'oligonuclSotide antisens de SEQ ID NO:10, pour 
amplifier les parties 5' des differents ARNm correspondant k I'ATIP endog^ne 

25 des cellules N1E-115 (neuroblastome murin). 

Les r^sultats obtenus ont indiqu6 que le plus petit transcrit 
incluant le domaine ATIP est un ARNm de 1950 pb, qui contient bien le debut 
de la sequence codante obtenue par clonage. 

Tout autre couple d' oligonucleotides (amorces) de plus de 20 

30 pb et comprenant une partie de la sequence ATIP, peut 6galement etre utilise 
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pour amplifier par PCR (conditions de PCR k determiner pour chaque couple 
d'oligonucteotides & l'aide du logiciel OLIGO 4) une partie de l'ATIP (et 
donner un fragment d'ADN qui pourrait 6ventuellement etre utilise comme 
sonde pour reconnaitre l'ADN ou TARN correspondant & l'ATIP). 
5 EXEMPLE 3 : Construction de differents vecteurs selon l'invention 

D'une fagon g6n6rale les vecteurs contenant ATIPsouris-court 
(& Texception de pRSETA-ATIPsouris-court) ont et£ obtenus a partir d'un 
insert produit par PCR avec les deux oligonucleotides suivants (SEQ ID 
NO:lletSEQIDNO:12): 
l o oligo. sens: 5' CGCGG ATCCCAG ACAG ACCGG ACGG A ACTGG AG 3' 
oligo. antisens: 5' CCGGAATTCACTACAACCTTTCGTTTAAAGCATC 3', 

en utilisant comme matrice le vecteur VP16-ATTPsouris-court 
(figure 5). Par commodity ce vecteur est denomme B ATIPc st0 P' E . En effet, 
digere par BamHI et EcoRI, il donne un insert correspondant a la sequence 

15 

ler brin: GATCOSEQ ID NO: 5 (moins CAT) -TAGTG 

2eme brin: CCTAG CTTAAG 

(STOP) 

Site BamHI Site EcoRI 

20 

D'autres vecteurs peuvent 6galement etre construits; ils 
comprennent tout ou partie de la proline ATIP et sont les suivants : 

-VP16-ATIPsouris-court (vecteur sortd de la banque criblee en 
double hybride, comprend 354 pb (SEQ ID NO:5), inserees en NotI dans 
25 VP16). 

-pCDNA3-MYC-ATIPsouris-court (insert B A Tlp c stop,E. 
ins6r6 en BamHI-EcoRI dans pCDNA3-MYC (pcDNA3 d'Invitrogen, modify 
par insertion de la sequence MYC, figure 7) ; ce plasmide peut Stre utilise en 
transfections stables ou transitoires. II permet d'exprimer MYC-ATIPsouris- 
30 court en cellules eucaryotes. L'expression de cette proteine dans des cellules 
eucaryotes apr&s transf ection du plasmide correspondant a d6j& 6t6 obtenue et 
verifiee par immunoreaction avec un anticorps anti-MYC et anti-ATIP. 
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-pRSETA-HIS-ATIPsouris-court (insert BATIPc sto P' E . ins£r6 
en BamHI-EcoRI dans pRSETA, Invitrogen). Ce plasmide permet d'exprimer 
la proteine de fusion HIS-ATIPsouris-court en cellules bacteriennes et de la 
purifier sur colonne de Nickel (Voir figure 6 pour le site multiple de clonage). 
5 -pBacPAK-polyfflS-ATIPsouris-court (insert BATIPcStoP/E. 

ins6r£ en BamHI-EcoRI dans le vecteur pBacPAK-polyHIS (pBacPAK 
commercial, modifie par insertion d'une sequence contenant un tag histidine 
et un site de clivage & la thrombine, figure 8). Cette construction peut etre uti- 
lisee pour exprimer la proteine ATIP souris-court, fusionnee a un tag histi- 
10 dine, dans des cellules d'insectes (type SF9). En effet, comme il est indiqu£, ce 
vecteur contient une insertion poly-histidine et peut done coder pour la 
proteine de fusion. Celle-ci, de m£me que la proteine de fusion clon6e dans 
pRSET, peut-etre puriftee sur colonne de Nickel et servir au meme type de 
techniques. 

15 - p GEX-4Tl-GST-ATIPsouris-court (insert amplify par PGR 

identique a B ATIPc sto P/ E . mais sans codon STOP, ce qui prolonge la sequence 
de ATIPsouris-court des quelques acides amines suivants: Phe-Glu-Phe-Pro- 
Gly-Arg-Leu-Glu-Arg-Pro-His-Arg-Asp provenant du plasmide pGEX-4T-l 
(Pharmacia). Ce plasmide permet d'exprimer la proteine GST-ATIPsouris- 

20 court en cellules bacteriennes et de la purifier sur billes glutathion-agarose. 

-pCDNAI-ATIPsouris clonel (totalite du 5' sequence de ATIP 
et ORF jusqu'a pb: 1205 en partant du d£but du clone, insere en Bstxl dans 
pCDNAI). Ce plasmide est issu du clonage de la banque de fcetus de souris 
avec la sonde SEQ ID NO:5. Ce plasmide peut servir k produire en bact£ries, 

25 la portion 5 1 de l'ADN ATIPsouris, pour Tutiliser comme sonde. 

-pCDNAI-ATIPsouris clone 2 (2eme moitie de l'ORF de ATIP 
a partir de pb: 616 et jusqu'& la fin du 3' sequence (pb 1803), ins6r£ en Bstxl 
dans pcDNAI, Invitrogen). Ce plasmide peut servir a produire en bacteries, la 
portion 3 1 de T ADN ATIPsouris, pour Tutiliser comme sonde. 

30 -pcDNAI-ATIPsouris-long (clones 1 et 2 mis bout a bout, en 
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utilisant le site intermediate Sapl. Ce plasmide contient la totality du clone 
ATIP souris, insure en Bstxl dans pCDNAI). Ce plasmide peut §tre utilise en 
transfections transitoires en cellules eucaryotes. 

-pcDNA3-ATIPsouris-long (ATIPsouris entier sorti BamHI- 

5 Xbal de pCDNAI-ATIPsouris-long, et insere dans pcDNA3, Invitrogen, k ces 
mgmes sites). Ce plasmide peut Stre utilise en transfections stables ou transi- 
toires en cellules eucaryotes. II a permis de traduire in vitro (kit TNT T7 
coupled reticulocytes lysate systems, Promega) la proline ATEP entire et de 
constater que son produit de traduction a un poids moleculaire apparent sur 

10 gel de 58 kDa. A ce produit majoritaire s'ajoute deux produits minoritaires de 
30 et 15 kDa. D'aprSs la sequence de ATEP, ceux-ci pourraient correspondre k 
des produits partiels de traduction in vitro commen^ant k d'autres ATG que 
celui en position 178 de la SEQ ID NO:l. 

EXEMPLE 4 : Obtention de clones stables exprimant la proteine ATIPsouris- 
15 court ou long. 

On a obtenu par transf ection des clones stables exprimant k la 
fois le r6cepteur AT2 humain et l'ATIP souris court (SEQ ID NO:6) ou l'ATIP 
souris long (SEQ ID NO:3). 

Les cellules CHO, d6ficientes en dihydrofolate reductase, sont 

20 transfect£es avec un plasmide contenant la region codant pour le recepteur 
AT2 humain (Bedecs et al., Biochem. /. 1997, 325, 449-454). 

Le clone selection^, CHO-hAT2, exprimant 100 fmol de 
recepteur AT2/mg de proline, est cultivS sur milieu HAMF12 complements 
avec du serum de veau foetal a 10 % et utilise entre les passages 10 et 30. 

25 Ce clone a lui m&me ete transfecte avec les plasmides 

pCDNA3-MYC-ATIPsouris-court ou pCDNA3-ATIPsouris-long dScrits k 
l'exemple 3. La selection des clones exprimant, de maniere stable, la proteine 
ATIP (forme courte ou forme longue) s'est faite en milieu sSlectif contenant 
800 jig/ml de G418. Les lysats cellulaires, correspondant aux differents clones 

30 selectionnes, ont 6te soumis & un SDS-P AGE suivi d'une immuno-empreinte et 
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celui-ci a 6te incube avec l'anticorps polyclonal anti-ATIP. Les r£sultats obte- 
nus indiquent que differents clones exprimant des taux diff brents d'ATIP 
souris court, ont pu etre obtenus. 

EXEMPLE 5 : Production d'anticorps polyclonaux diriges contre la sequence 
5 SEQ ID NO:6. 

Afin de progresser dans la caracterisation de ce clone, la pro- 
duction d'anticorps polyclonaux dirig£s contre le domaine ATIP a 6te entre- 
prise. 

Pour cela, un vecteur codant pour une proteine correspondant 
10 k ce domaine fusionn6 k six r6sidus histidine a ete construit. 
La sequence suivante : 
GGA TCC-SEQ NO:5-TAG-TGA-ATT 
est inser£e dans le plasmide pRSETA, tel que defini ci-dessus. 

Dans cet insert, la SEQ ID NO:5 ne comprend pas le premier 

15 CAT. 

Le plasmide obtenu est exprinte dans la souche d'E. coli BL 21 
(DE3) (F" ompT- rif hib") contenant le bacteriophage DE3 qui porte un frag- 
ment d'ADN contenant le g£ne lad, le promoteur lacUVS, le debut du g&ne 
lacZ et le gene codant pour la T7 ARN polymerase. Ce fragment est introduit 
20 dans le g£ne int. 

En presence de DE3, seul le promoteur lacUVS, inductible par 
IPTG dirige la transcription de la T7 ARN polymerase. 

L'addition de 0,4 mM d'IPTG a une culture de cellules BL21 
(DE3) induit la production de T7 ARN polymerase qui, k son tour, entraine la 
25 transcription de l'ADN cible du plasmide pRSETA (permettant la traduction 
de la prot&ne se liant au recepteur AT2). 

La proteine obtenue (17 kDa) est purifiee sur colonne de 
Nickel (Ni-NTA, QuiAexpressionist 07/97, Quiagen), grace a l'affinite de ses 
six r£sidus histidine pour le nickel. La proteine obtenue est ensuite injectee k 
30 des lapins pour obtenir des anticorps polyclonaux diriges contre la proteine 
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ATIP. Les saign6es obtenues pr^sentent un tr£s bon titre. 

Ces anticorps purifies sur colonne de GST-ATIP, apr&s 
passage sur colonne de GST seul (afin d'6liminer les eventuels anticorps speci- 
fiques de GST et de ne retenir sur la colonne de GST-ATIP que les anticorps 

5 specifiques de ATIPsouris-court) peuvent etre utilises avec succes pour 
immuno-precipiter et r£v6ler en immuno-empreinte MYC- ATIPsouris-court k 
partir de cellules COS transfectees de faqon transitoire. De plus cet anticorps 
purifie revile Sgalement en immuno-empreinte la proteine ATIPsouris-long 
contenue dans des lysats de cellules COS transitoirement transfectees avec le 

l o plasmide pCDN A3- ATIPsouris-long. 

La proteine ATIPsouris-long transferee est visualisee aprfes 
SDS-PAGE et immuno-empreinte avec un anticorps anti-ATIP, sous la forme 
de deux polypeptides de poids moleculaires apparents de 50 et 45 kDa. 

Cet anticorps puriffe a ete utilise en immuno-fluorescence sur 

15 des cellules CHO-hAT2, fix6es par un traitement de 15 minutes en para- 
formaldehyde (3 %). Apr&s fixation, les cellules sont traitees successivement 
par des solutions de PBS/ glycine 50 mM pendant 20 minutes, PBS/Triton 
X100 0,1 % pendant 5 minutes et PBS/BSA 0,2 % pendant 15 minutes. Elles 
sont ensuite incubees successivement dans des solutions k 15 |ig/ml 

20 d'anticorps contenant l'anticorps anti-ATIP purifie, puis 1' anticorps anti- 
immunoglobuline de lapin couple k de la rhodamine pendant 30 minutes. 
Entre chaque nouvelle incubation, trois rin^ages en PBS sont effectuSs. Les 
observations au microscope k fluorescence indiquent une expression de la 
proteine ATIP endogene au niveau du noyau (de faqon majoritaire) et du 

25 cytoplasme des cellules CHO-hAT2. 

Certaines cellules montrent une repartition homog^ne de la 
fluorescence due a l'anticorps anti-ATIP dans ces compartiments, alors que 
d'autres cellules qui paraissent plus etalees, montrent une repartition h6tero- 
g6ne de la fluorescence le long de filaments qui semblent partir du noyau et 

30 s'etendre jusqu'& la membrane plasmique de la cellule, en un r£seau organise. 
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Des experiences complementaires de co-localisation doivent £tre effectives 
pour determiner si ces filaments coincident ou non avec des structures 
connues du cytosquelette. 

EXEMPLE 6 : Confirmation de Interaction in vitro de la proteine 

5 ATIPsouris-court avec Textremite C-terminale du recepteur AT2. 

Pour demontrer Interaction de la proteine ATIPsouris-court 
avec l'extremite C-terminale du recepteur AT2 dans un autre systeme que 
celui du double hybride, un protocole permettant de mettre en evidence cette 
interaction in vitro a ete mis en place. Pour cela, la proteine de fusion GST- 

10 ATIP telle que decrite ci-dessus a ete produite ; elle est associee par sa partie 
GST a de la glutathione couplee & des billes d'agarose (GA). En parallele, des 
bacteries (DH5a) sont transfectees avec un plasmide (pMAL-c2-AT2, issu de 
pMAL-c2 de New England Biolabs) codant pour une proteine de fusion entre 
rextr6mite C-terminale du recepteur AT2 humain (Asn314-Ser363) et la MBP 

15 (Maltose Binding Protein). Ces bacteries ont ete cultivees et la proteine de 
fusion a ete induite en IPTG 0,3 mM selon le protocole "pMAL Protein Fusion 
and Purification System' 1 de New England Biolabs. Apr£s centrifugation de la 
culture £ 4 000 g et solubilisation du culot obtenu en "column buffer" (20 mM 
Tris-HCl, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA), une nouvelle centrifugation & 9 000 g a 

20 permis de r£cup£rer un surnageant contenant une forte concentration de 
MBP-AT2. Ce surnageant a ete mis en contact pendant 3 heures a 4°C, avec 
les billes de glutathione agarose couplees a la proteine GST seule apr£s addi- 
tion de NaCl de fagon & se placer a 300 mM final NaCl. Cette etape de prein- 
cubation permet d'eliminer les interactions non spedfiques qui peuvent exis- 

25 ter entre ATIP et GA-GST. Le surnageant recup6re a ete mis en contact avec 
les billes GA-GST-ATIPsouris-court ou GA-GSTseul pendant une nuit a 4°C. 
Apres contact les billes ont ete rincees 3 fois en tampon 20 mM Tris-HCl, 
300 mM NaCl, 1 mM EDTA et une fois en "column buffer". Apres analyse des 
billes rincees en SDS-PAGE et immuno-empreinte avec un anticorps anti-MBP 

30 (New England Biolabs), on observe une retention specifique de la proteine 
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MBP-AT2 sur billes GA-GST-ATIPsouris-court qui n'est pas observee sur les 
billes GA-GSTseul (Figure 10). 

Ce m£rne protocole a ete realist avec un plasmide exprimant 
MBP-AT1 (extr6mite C-terminale du r&zepteur ATI humain (Leu297-Glu359)) 

5 et indique que la proteine MBP-AT1 n'est pas retenue de faqon specifique sur 
les billes GA-GST-ATIPsouris-court (Figure 10). 

Ces r6sultats confirment ceux obtenus en double hybride 
indiquant une interaction specifique et selective entre la proteine selon 
l'invention et l'extr&nite C-terminale du recepteur AT2 ( et pas ATI). 

10 EXEMPLE 7 : Modification de la transduction du signal du r^cepteur AT2 
dans des clones surexprimant la proteine ATIPsouris-long. 

Afin de verifier que la proteine ATIP interagit in vivo avec le 
r&repteur AT2, on a 6vakte si une une surexpression de cette proteine modifie 
un signal induit par le recepteur AT2. 

15 Pour cela un clone stable de cellules CHO-hAT2 exprimant la 

proteine ATIPsouris-long (CHO-hAT2-ATIP), obtenu selon la methodologie 
decrite dans Texemple 4 a 6te utilise ; le test fonctionnel de 1'activite du recep- 
teur AT2 mis au point sur le clone CHO-hAT2 qui consiste k inhiber la 
phosphorylation de la sous-unite IRp du recepteur de l'insuline induite par 

20 son ligand, a 6te reproduit. 

Mise en evidence d f une inhibition par le recepteur AT2 de la 
phosphrylation d'IRP induite par l'insuline dans les cellules CHO-hAT2 : 

Les cellules CHO-hAT2 sont ensemencSes & une densite de 
3.10 6 cellules par boite de 15 cm 2 de diamfetre. Elles sont rendues quiescentes 

25 par un sevrage de 16 heures avant d'etre traitees. Le traitement consiste en 
une mise en contact de 5 minutes avec 15 ml de milieu F12 contenant de 
l'insuline addition^ ou non de CGP42112 (agoniste sfilectif du recepteur 
AT2). AprSs traitement, les cellules sont solubilis^es en tampon de lyse conte- 
nant : 50 mM Hepes, pH 7.6, 1 % Triton X-100, 20 mM EDTA, 30 mM pyro- 

30 phosphate de sodium, 30 mM fluorure de sodium, 2 mM benzamidine, 1 mM 
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sodium orthovanadate, 1 mM fluorure de ptenylmethylsuphonyle et 1 ug/ml 
d'aprotinine, pepstatine, antipaine and leupeptine. Les lysats sont ensuite 
soumis a une purification sur colonne de lectine de germe de ble selon le 
protocole decrit dans Issad, T., et al. (Eur. }. Biochem. 1995, 234, 108-115). Apres 

5 mise en contact et lavages, les billes de lectine couplee a de la sepharose 
(Pharmacia) sont reprises dans du tampon d'echantillon contenant du SDS et 
les proteines eluees sont analysees en SDS-PAGE suivie d'immuno-empreintes 
avec des anticorps anti-phosphotyrosine (Upstate Biotechnology, Inc.) ou anti- 
IRP (decrit dans Issad, T., et al., precite). 

10 La sous-unite p du recepteur de l'insuline apparait comme un 

polypeptide de 97kDa dont la phosphorylation (visualise par revelation avec 
un anticorps anti-phosphotyrosine) augmente de facon dose-dependante avec 
la concentration en insuline. L'angiotensine II (100 nM) ainsi que le CGP42112 
(100 nM) inhibent cette phosphorylation a toutes les doses d'insuline testees 

15 entre 0,1 et 0,001 ug/ml (Figure 11). A titre d'exemple, le CGP42112 inhibe la 
phosphorylation de IRB induite par 0,01 ug/ml d'un facteur 64 ± 4 % (n=7). Ce 
resultat demontre que le recepteur AT2 interfere negativement sur les voies 
de signalisation du recepteur de l'insuline a Mape initiale de son activation, 
qui est son autophosphorylation. Ces resultats fournissent egalement la 

20 premiere mise en Evidence d'une interconnection entre les voies de signalisa- 
tion des recepteurs tyrosines kinases et le recepteur a sept domaines trans- 

membranaires qu'est TAT2. 

Reproduction de cette methodologie sur les cellules 

CHO-hAT2-ATIP : 

25 Lorsque ce protocole est realise sur des cellules 

CHO-hAT2-ATIP, l'inhibition par le CGP42112 (100 nM) de la phosphoryla- 
tion du recepteur de l'insuline obtenue pour differentes doses d'insuline (0,05, 
0,01, 0,005, 0,001 ug/ml) n'est pas observee (Figure 11). Ce resultat a ete 
reproduit 3 fois pour chacune des doses d'insuline en prenant comme contrfile 

30 positif, dans chaque experience, l'inhibition obtenue pour le clone CHO-hAT2. 
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Ceci dSmontre done que la surexpression de la proline ATEP 
dans les cellules CHOhAT2 interfere avec la signalisation du recepteur AT2, 
ce qui conf irme ^interaction in vivo de la proteine ATIP avec le recepteur AT2. 

Une autre proline glycosylSe, retenue sur colonne de lectine, 
5 ayant un poids apparent de 120 kDa, identiftee comme £tant la proline 
nouvellement clon6e SIRP (Kharitonenkov, A. et al, Nature, 1997, 386, 181- 
186) est phosphoryl6e sur tyrosine en reponse a l'insuline. La phosphorylation 
de cette proline, de m§me que celle de ERp est inhibee en presence de 
CGP42112 dans le cas du clone CHO-hAT2 et ne Test pas dans le cas du clone 

10 CHO-hAT2-ATIP. Ceci conf irme que la proteine ATIP interfere sur les voies 
de signalisation du recepteur AT2. Ces rSsultats montrent bien Tint6r§t que 
peut presenter rutilisation de la proteine ATIP pour modifier la signalisation 
mSdiee par le recepteur AT2 et compenser eventuellement des pathologies 
assoctees k des anomalies de la regulation de ce recepteur. 

15 Ainsi que cela ressort de ce qui pr£c6de, 1'invention ne se 

limite nullement k ceux de ses modes de mise en Evidence, de realisation et 
d'application qui viennent d'etre decrits de fagon plus explicite; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a 1'esprit du 
technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presente 

20 invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Fragment d'acides nucleiques isote, codant pour une 
proline apte & se lier au r£cepteur AT2, lequel fragment est s6lectionne dans 
le groupe constitu6 par les sequences SEQ ID NO:l, 3, 5, 7 et 9. 
5 2°) Fragment d'une des sequences selon la revendication 1, 

comprenant entre 20 et 400 pb, utile comme sondes ou comme amorces, pour 
la detection des sequences SEQ ID NO:l, 3, 5, 7 ou 9, ou de sequences 
homologues. 

3°) Fragment selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 
10 comprend de 20 pb k 400 pb incluses dans les sequences SEQ ID NO:l, 3, 5, 7 
ou 9. 

4°) Fragment selon la revendication 2 ou la revendication 3, 
caract£ris6 en ce qu'il est selection^ dans le groupe constitue par les 
sequences SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:llet SEQ ID NO:12. 
15 5°) Transcrits, caracterisGs en ce qu'ils sont compl£mentaires 

des sequences selon la revendication 1. 

6°) Proline purifiSe et isolee, apte k interagir avec le r6cep- 
teur AT2, selectionn6e dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID 
NO:2, 4, 6 ou 8, laquelle proline est dSnommee ATIP. 
20 7°) Produit de traduction, caracteris6 en ce qu'il est cod£ par 

une sequence nucl6otidique selon la revendication 1. 

8°) Anticorps, caracterises en ce qu'ils sont dirig6s contre une 
proteine ou un fragment de proline selon la revendication 6 ou la revendica- 
tion 7. 

25 9°) Vecteur recombinant de clonage et/ou d'expression, carac- 

t6ris6 en ce qu'il comprend une sequence nucteotidique selon la revendication 
1. 

10°) Cellule hdte transformer, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un vecteur selon la revendication 9. 
30 11°) Cellules hdtes transformees, caracteris6es en ce qu'elles 
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sont constitutes par une souche de levure convenable co-transformee avec au 
moins deux vecteurs qui codent respectivement (i) pour une proteine dite 
appSt seiectionnee dans le groupe constitue par un fragment contenant au 
moins la SEQ ID NO:5 de la proteine ATIP selon la revendication 6 ou la 
5 revendication 7 et un fragment contenant au moins l'extremite C-terminale du 
rtcepteur AT2, laquelle proteine appat est fusionnee a une proteine seiection- 
nee dans le groupe constitue par le domaine de liaison a l'ADN d'un facteur 
de transcription et le domaine d'activation du m&me facteur de transcription 
et (ii) pour une proteine dite proie, selectionnee dans le groupe constitue par 

10 un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la proline ATIP selon la 
revendication 6 ou la revendication 7, un fragment contenant au moins 
l'extremite C-terminale du rScepteur AT2 et tout autre polypeptide corres- 
pondant a une sequence contenue dans une banque d' ADNc, laquelle proline 
proie est fusionnee a une proteine selectionnee dans le groupe constitue par le 

15 domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine 
d'activation du meme facteur de transcription, lesquels vecteurs comportent 
en outre des marqueurs de selection. 

12°) Cellule hote transformee selon la revendication 11, carac- 
terisee en ce qu'elle est constitute par une souche de levure convenable co- 

20 transformee avec trois vecteurs qui codent respectivement pour (i) un appat 
correspondant k un fragment contenant l'extremite C-terminale du recepteur 
AT2 fusionne a une proline seiectionnee dans le groupe constitue par le 
domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine 
d'activation dudit facteur de transcription, (ii) un fragment contenant au 

25 moins la SEQ ID NO:5 de la proteine ATIP selon la revendication 6 ou la 
revendication 7, fusionne a une proteine selectionnee dans le groupe constitue 
par le domaine de liaison a l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine 
d'activation dudit facteur de transcription et (iii) un polypeptide correspon- 
dant k une sequence contenue dans une banque d'ADNc, lesquels vecteurs 

30 comportent en outre des marqueurs de selection. 
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13°) Cellule hdte transformee selon la revendication 11, carac- 
terisee en ce qu'elle est constitute par une souche de levure convenable co- 
transformSe avec deux vecteurs qui cedent respectivement pour (i) un frag- 
ment contenant au moins la sequence SEQ ID NO:5 de la proteine ATIP selon 
5 la revendication 6 ou la revendication 7, fusionne k une proteine s6lectionn6e 
dans le groupe constitute par le domaine de liaison a l'ADN d'un facteur de 
transcription et le domaine d'activation dudit facteur de transcription et (ii) un 
polypeptide correspondant k une sequence contenue dans une banque 
d'ADNc, fusionne k une proteine s&ectionnee dans le groupe constitue par le 

10 domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'acti- 
vation dudit facteur de transcription, lesquels vecteurs comportent en outre 
des marqueurs de selection. 

14°) Cellule hdte transformee selon la revendication 11, carac- 
teris6e en ce qu'elle est constitute par une souche de levure convenable co- 

15 transformee avec deux vecteurs, k savoir (i) un vecteur codant pour un frag- 
ment contenant au moins la sequence SEQ ID NO:5 de la proteine ATIP selon 
la revendication 6 mutee ou non, fusionne k une proteine selectionnee dans le 
groupe constitue par le domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcrip- 
tion et le domaine d'activation dudit facteur de transcription et (ii) un vecteur 

20 codant pour un fragment contenant i'extremite C-terminale du recepteur AT2 
mute ou non, fusionne k une proteine selectionnee dans le groupe constitue 
par le domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine 
d'activation dudit facteur de transcription, lesquels vecteurs comportent en 
outre des marqueurs de selection,, l'un des deux vecteurs codant obligatoire- 

25 ment pour une proteine mutee. 

15°) Methode de selection de proteines inhibitrices de 
l'interaction proteine ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7- 
recepteur AT2, laquelle methode comprend : 

(a) la co-transformation d'une souche de levure convenable 

30 avec trois vecteurs qui codent respectivement pour (i) un appat correspondant 
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k un fragment contenant l'extr6mit£ C-terminale du recepteur AT2 fusionn6 k 
une proline s&ectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison k 
l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription, (ii) un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la 

5 proteine ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7, fusionnS k une 
proteine s6lectionn6e dans le groupe constituS par le domaine de liaison k 
l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur 
de transcription et (iii) un polypeptide correspondant k une sequence conte- 
nue dans une banque d'ADNc, lesquels vecteurs comportent en outre des 

l o marqueurs de selection, 

(b) la selection des clones de la banque d'ADNc exprimant un 
polypeptide inhibant Interaction recepteur AT2-proteine ATIP selon la 
revendication 6 ou la revendication 7, sur un milieu sSlectif approprie et 

(c) Identification dudit polypeptide. 

15 16°) M6thode de criblage de polypeptides interagissant avec 

la proteine ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7, laquelle 
methode comprend : 

(a) la co-transformation d'une souche de levure convenable 
avec deux vecteurs tels que d£finis ci-dessus, a savoir qui codent respective- 

20 ment pour (i) un fragment contenant au moins la SEQ ID NO:5 de la proline 
ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7, fusionn6 k une proline 
s&ectionnee dans le groupe constitue par le domaine de liaison a l'ADN d'un 
facteur de transcription et le domaine d'activation dudit facteur de transcrip- 
tion, et (ii) un polypeptide correspondant k une sequence contenue dans une 

25 banque d'ADNc, fusionn6 k une proteine selectionn6e dans le groupe consti- 
tute par le domaine de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le 
domaine d'activation dudit facteur de transcription, lesquels vecteurs 
comportent en outre des marqueurs de selection, et 

(b) la selection des clones exprimant un polypeptide interagis- 
30 sant avec la proteine ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7, sur 
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un milieu s&ectif convenable. 

17°) M£thode de caract&risation des domaines impliqu6s dans 
l'interaction proline ATIP-r&cepteur AT2, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

5 (a) la co-transformation d'une souche de levure convenable 

avec deux vecteurs, & savoir (i) un vecteur codant pour un fragment contenant 
au moins la SEQ ID NO:5 de la proteine ATIP selon la revendication 6 mutee 
ou non, fusionn6 k une proteine selectionnee dans le groupe constituS par le 
domaine de liaison & 1'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d'acti- 

10 vation dudit facteur de transcription et (ii) un vecteur codant pour un 
fragment contenant 1'extremite C-terminale du r6cepteur AT2 mute ou non, 
fusionne a une proteine selectionnee dans le groupe constitue par le domaine 
de liaison k l'ADN d'un facteur de transcription et le domaine d ! activation 
dudit facteur de transcription, lesquels vecteurs comportent en outre des 

15 marqueurs de selection, Tun des deux vecteurs codant obligatoirement pour 
une proteine mutee et 

(b) la visualisation, par selection sur un milieu selectif conve- 
nable, de la perte eventuelle de l'interaction proteine ATIP selon la revendica- 
tion 6 ou selon la revendication 7-r6cepteur AT2. 

20 18°) M6thode de selection de substances aptes a influencer 

l'interaction proteine ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7- 
recepteur AT2, laquelle m6thode comprend : 

(a) la mise en contact de la proteine ATIP selon la revendica- 
tion 6 ou la revendication 7, fix£e sur un support avec une proline de fusion 

25 r6cepteur AT2-proteine etiquette, eyentuellement en presence d'une substance 
h tester, 

(b) au moins un lavage dudit support ainsi traits avec un 

tampon convenable et 

(c) la visualisation de l'6ventuelle interaction proline ATIP 
30 selon la revendication 6 ou la revendication 7-recepteur AT2, en particulier en 
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SDS-PAGE, suivie d'une iirununo-enipreinte avec des anticorps diriges contre 
la proline etiquette, fusionn6e au r6cepteur AT2. 

19°) M6thode de selection de substances aptes k interagir avec 
la proteine ATIP selon la revendication 6 ou la revendication 7, caract6ris6e en 
5 ce qu'elle comprend : 

(a) la mise en contact de la proteine ATIP selon la revendica- 
tion 6 ou la revendication 7, fixSe sur un support, avec un lysat cellulaire, 

(b) au moins un lavage dudit support ainsi trait6 avec un 
tampon convenable, 

10 (c) la visualisation de l'Sventuelle proteine assoctee k la pro- 

teine ATIP, en particulier en SDS-PAGE, suivie d'une immuno-empreinte avec 
des anticorps approprtes et 

(d) l'identification de la proline du lysat cellulaire interagis- 
sant avec la proteine ATIP. 

15 20°) Utilisation des cellules co-transformees selon Tune 

quelconque des revendications 10 k 13, pour la selection et le criblage de 
substances ou de prolines aptes k influencer Interaction proline ATIP- 
rScepteur AT2 ou aptes k interagir avec la proline ATIP. 
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LOCUS Extr§mit:£ C-terminale r£cepteur AT 2 160 BP DS-DNA 

ORGANISM Souris 

BASES 41 A 33 C 36 G 50 T 

ac.nucl6iques 1 TGTGTTAATC CCTTCCTGTA TTGTTTTGTT GGAAACCGCT 

TCCAACAGAA CGTCCGCAGT GTGTTTAGAG TTCCCATTAC 
TTGGCTCCAA GGCAAGAGAG AGACTATGTC TTGCAGAAAA 
121 GGCAGTTCTC TTAGAGAAAT GGACACCTTT GTGTCTTAAA 



Traduction en acicles amines 

CVNPFLYCFV GNRFQQNVRS VFRVPITWLQ GKRETMSCRK 
GSSLREMDTFVS • 




Ficnire 1 
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GCTACCCCCCCCCCACGCACCCCCCAATCTGGGTGGCCTGGCATTAGCATGTAAGCTTGTTTTTCTCTGGC 71 
TGTATCTCTTGGCCTGG AAGAACCCCGAGTTGCC AAGAGACACAGTATGTGATGGTCCCTGGAAAAGCTGCT 143 
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QSPRNSGSFSSPSISPR* 440 

CAG TCC CCC AGG AAT TCT GGT TCC TTC TCC AGC CCC AGC ATC TCA CCC AGA TGA 1500 

CGGCTTCTGAACGCAGGAGACTCTCTGAAGGC ACTGAGGTGCGCTTCTGC AGGACTGACCCTCTC ATGGGA 1571 

ACTCGAGTTGCTGCGTTAGCTCTCTGGAATATCCCCAGGATATCGGGAGAGCAGCCGCCAACCGTATCAGC 1642 

TACGTACGAATAGAGAGCTCCAATAGAAGACTTTTAACTTGGTCCAAAAGCCTCCTCCAAAAACAGATTTC 1713 

GGAACTGAAGTGGACATA.GTTGCACAAAGCACTTACGGAACGAGGGAACCTTGTTCTTTGCCTTCCTTCA^ 1784 

CTAAGC ATAGGCTTTCC AG 1803 



Figure 3.? 



